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本論文は、細胞内で蛍光標識した生体分子を 1分子レベルで観察する技術開発をまと
めたものである。さらに、この技術を応用して、遺伝情報を伝達する分子である mRNA
の核内運動の 1分子イメージングが行なわれた。その結果、mRNAは核内構造物と結合
解離を繰り返しながらブラウン運動によって核膜孔へと到達することが報告されてい
る。  
DNA の 2重らせんの発見から 50 年、ヒトゲノムプロジェクトが終了した。生物の基
本設計図が明らかになった今、ある生命現象を見つけ、それに関連する分子を同定して
いくという従来の還元主義的な研究は大きな転機を迎えている。今後は様々な生体分子
がどのようにシステムを構築しているのか、その原理を明らかにするための構成的なア
プローチがより重要になってくると考えられる。生物システムは非常に多種類の生体分
子によって構成され、それらがヘテロな状態で機能している。このため、システムの構
築原理を研究する際にはシステム全体の機能を見ながら、さらに、その現象に寄与する
個々の分子の振る舞いを測定する必要がある。 1 分子蛍光イメージング法は、生体分子
に蛍光色素という目印をつけて、分子の振る舞いを観察する手法であり、現時点では、
生細胞の中で個々の分子の振る舞いを観察できる唯一の方法である。しかし、従来は主
として、単離精製した生体分子を用いて試験管内 (in vitro )で単分子の機能の測定や、2
種類の分子間相互作用の測定にしか用いられておらず、生細胞中での研究に応用するこ
とは困難であった。本論文は、生細胞中の 1分子蛍光イメージングの技術を開発すると
ともに、その応用を試みたものであり、今後の生命科学研究の流れを先取りするもので
ある。  
第一章では、生細胞内で 1分子観察することの意義や、生きている細胞の核内におい
て mRNA の運動を観察する意義が述べられるとともに本論文の概要がまとめられてい
る。  
第二章では、細胞内で蛍光 1分子を観察する技術について詳述されている。申請者は
ニッポウディスク型の共焦点顕微鏡を改良して、細胞内で 2ミリ秒の時間分解能で蛍光
1 分子を観察することを可能にした。この装置では、ガラス表面上に固定した 1個の蛍
光色素 (オレンジ色の蛍光を発するテトラメチルローダミン (TMR)と赤色の蛍光を発す
る Cy5)をミリ秒から 10 秒程度の範囲で観察することが可能であり、この時間領域で起
こる様々な生命現象の観察に有効である。この装置を用いて、微小管上を滑り運動する
キネシン分子の様子を観察することに成功した。さらに、3 次元を拡散運動するキネシ
ン分子や mRNA 分子の観察に成功した。これらの生体分子の拡散運動を解析すること
で、本共焦点顕微鏡 (観察光学断面が半値幅で 0.7[mm])で計測できる拡散定数の上限を
見積もることができた。この上限は、高速カメラ (1 秒間に 250 コマ )を用いた場合は
10[mm 2/s]であり、通常のビデオレートのカメラ (1 秒間に 30 コマ )を用いた場合は
1-2[mm 2/s]であった。また、ガラスに固定した mRNA分子の測定から、測定できる拡散
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定数の下限を見積もることができ、 0.002[mm2/s]であった。すなわち本研究では 0.002
から 10[mm2/s]の範囲の 3 次元における生体分子の拡散運動を測定できることがわかっ
た。  
第三章では、mRNA の蛍光標識法が述べられている。mRNA はそれ自身で蛍光を発
することはないので、蛍光観察のためには何らかの方法で蛍光標識をする必要がある。
この標識方法は、大きく分けて mRNA に結合する物質を介して蛍光標識する "間接法 "
と、mRNAに直接蛍光色素を共有結合させて蛍光標識する "直接法 "に分かれる。申請者
は始め、細胞内に元々内在する mRNAの標識ができるという利点を有する "間接法 "を試
み、mRNAをリアルタイムに観察できることを示した。具体的には TMR色素で蛍光標
識したオリゴ dT(40 塩基 )を細胞核内にマイクロインジェクションし、mRNA の polyA
部分と結合させた。蛍光標識 oligo dTは分子量が小さい為、それ自身では拡散が速すぎ
てビデオカメラで輝点として観察することはできないが、mRNAと結合すると輝点とし
て観察できるまでに運動が遅くなり、導入した蛍光オリゴヌクレオチドのうち
9.4±3.9%(n=18 細胞 )が輝点として観察された、続いて、蛍光色素を mRNAに直接共有
結合させて可視化した。この方法では mRNA に多数あるグアニン残基をランダムに共
有結合で蛍光修飾するので、多数の色素を 1 本の mRNA に容易に結合させることがで
き、長時間観察することが可能である。また、観察している輝点が全て mRNA である
という利点を有する。試験管内合成系で作成し、蛍光標識した mRNAをカエル A6細胞
の核にマイクロインジェクションすると約 40 分で核外輸送され、タンパク質に翻訳さ
れることがわかった。すなわち、外来性の蛍光標識 mRNA は核外輸送と翻訳という機
能に関しては、内在性と同様な振る舞いをすることが示された。  
第四章では、生きている細胞核内における mRNA の運動観察について述べられてい
る。細胞内では電子伝達系などに関与する生体分子などが蛍光を発する。そのため、細
胞の蛍光観察ではこの自家蛍光が問題となる。ところが、核内にはそれらの生体分子が
ないため、核内には自家蛍光がなく、蛍光観察に適していた。蛍光標識 mRNA をマイ
クロインジェクションで核内に導入すると輝点が現れた。これらの輝点はその蛍光強度
が蛍光標識率から期待された明るさと一致したこと、またその明るさの分布がマイクロ
インジェクションしてから 5,30,60 分後の測定で変化しなかったことから (コルモゴロ
フ・スルミノフ検定で確認 )、輝点は 1分子の mRNAと結論された。観察された mRNA
分子が共焦点光学断面 (0.7mm)に滞在する時間を解析したところ、滞在時間の短い成分
と長い成分がいることがわかった。滞在時間が短い分子の軌跡を解析し、x-y 平面内の
見かけの拡散定数を算出したところ、 0.3[mm2/s]であり、滞在時間から見積もられた z
軸方向の拡散定数とほぼ一致した。この拡散定数は水中の場合の 1/100 程度であった。
一方、核内の粘性は水中の 3倍程度しか増加していないことが知られているので、拡散
定数が 1/100 になる原因は粘性の変化では説明がつかなかった。さらに、mRNAは水中
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では拡散定数が (長さ )0 . 5に比例し、ランダムな高分子鎖として振る舞う。しかし、核内
では見かけの拡散定数が mRNAの長さを 400-1700塩基の範囲で変えても変化しなかっ
た。これらの結果は mRNA の核内での拡散運動が単純な自由拡散運動ではないことを
示唆している。  
続いて、滞在時間が長い分子も含めてより詳細に mRNA の運動の軌跡を解析したと
ころ、mRNAには少なくとも 3つの運動形態を示すことが明らかになった。一つは拡散
定数 0.3[mm2/s]の自由拡散であり、この値は mRNA の長さによらず一定だった。もう
一つは 0.1[mm2/s]の拡散定数での拡散であり、mRNAの長さが長くなるにつれて、この
運動を示す mRNAの観察頻度が上昇した。3つめは、拡散定数が測定限界 (0.002[mm2/s])
以下のもので、これは何らかの構造物と結合して、核内に止まっている mRNA 分子だ
と思われる。ところで、蛍光相関分光法を用いた微小領域の測定では mRNA は水中と
ほぼ同じ拡散定数の 10[mm2/s]で拡散していることが報告されている。この知見と本研
究で得られた実験事実から、mRNAは非常に短い距離は速い拡散 (10[mm2/s])をしている
が、核内構造物と弱い相互作用をするために、マイクロメートル程度の距離の拡散運動
は mRNA の長さによらずに 0.3[mm2/s]になると思われた。また、mRNA の長さが長く
なるにつれて遅い拡散定数の成分の観察頻度が上昇したことや、あるいは、拡散定数が
途中で変化する分子が観察されたことなどから、長距離の拡散運動においては何らかの
核内構造物と結合解離を繰り返しながら核膜孔へと拡散していくことが示唆された。  
第五章では、本論文の結果をまとめ、細胞内蛍光 1分子観察、及び、mRNAの蛍光 1
分子イメージングの展望について述べられている。  
 
 
